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第１章 緒論
１．Crotalaria について
近年、畑地での作物・野菜の産地化が進む中で、連作障害が問題となっており、その原
因の一つは土壌中の線虫による被害である。好適宿主の連作は、通常は問題とならない密
度の線虫を被害が目立つ密度まで増大させる。線虫の防除は難しく、土壌消毒は有効であ
るが、有用微生物までも駆除されるため、土壌の疲弊をもたらす。一方、いくつかの植物
種においては、栽培することによって線虫密度を低下させることが可能で、線虫に対する
拮抗植物として間作に取り入れられている。マリーゴールドはその代表例であり、他にも
ルドベキア、落花生、そして Crotalaria 等が挙げられる。拮抗植物は、低農薬栽培が求め
られる中で重要性を増している。
Crotalaria は、和名はタヌキマメ、アフリカからインド亜大陸が原産地とされるマメ科
の一属で 500 種類以上あると言われており、熱帯および亜熱帯で古くから繊維および緑肥
作物として栽培されてきた（Polhill 1982）。他のマメ科植物同様、その根において根粒菌
と共に根粒を形成し空中の窒素を固定するため、窒素供給源となり得る。本植物のもう一
つの特徴は、線虫に対する密度低減効果で、大林(1990)によると Table 1 の様な線虫に効
果があるとされている。Crotalaria 属の多くは、その実等に脊椎動物に有毒なアルカロイ
ド、モノクロタリンを含むが（Neal et al. 1935, Lafranconi and Huxtable 1984）、線虫抑制効
果との関連は否定されている（Fassuliontis and Skucas 1969）。日本では、C. juncea、C.
spectabilis、C. breviflora などが、線虫密度低減効果を持つ緑肥として既に導入されている。
Crotalaria は、①青刈りしてすき込むことによって有機肥料となり、土壌を改良する、②
窒素を供給し、外からの肥料負担を軽減する、③線虫に対する拮抗植物で、農薬を減らす
ことができるという、“地球にやさしい”植物である。
２．形質転換（遺伝子導入）について
交配等による従来からの育種法では、不和合性などの問題がある個体間や植物種間での
遺伝子のやりとりは不可能である。組み換え DNA 技術はそれを可能にし、更には他の生
物種の遺伝子を導入することも実現している。
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植物への遺伝子導入法には様々なものがあるが、代表的な方法は、パーティクルガン法
やエレクトロポレーション法などの直接細胞に外来遺伝子を導入する方法と、
Agrobacterium を用いる方法である。前者の直接遺伝子導入法では、導入目的の遺伝子に
導入対象の植物組織で働くことが可能なプロモーターをつなぎ、DNA そのものを細胞内
に導入するもので、幅広い植物に用いることが可能だが、植物の染色体への遺伝子組み込
み能がないために、形質転換の効率は劣る。Agrobacterium 法ではバクテリアの感染によ
る植物の染色体への遺伝子の組み込み能を遺伝子のベクターとして利用するもので、宿主
範囲が限られ、目的の遺伝子をベクターに組み込むことを必要とするが、一般に形質転換
効率が高い方法である。
Agrobacterium は植物病原菌であり、感染すると自らの持つプラスミド上の一部の遺伝
子（T-DNA）を感染した植物細胞のゲノムに組み込む能力を持つ。つまり、自然界で元
々存在する遺伝子組み換え機能を持つバクテリアである。T-DNA 上には植物ホルモンで
あるオーキシンやサイトカイニン等の合成遺伝子が存在し、感染によって A. tumefaciens
ではクラウンゴールと呼ばれる異常増殖組織を、A. rhizogenes では毛状根と呼ばれる分枝
の多い不定根を形成させ、それぞれ病名は根頭癌腫病、毛根病と呼ばれている。さらに、
T-DNA 上にはオパインと呼ばれる非タンパク態アミノ酸をコードする遺伝子が存在し、
菌はオパインをこの異常増殖した植物組織に作らせ、栄養として利用している。
近年の遺伝子組み換え技術では、A. tumefaciens の Ti プラスミドを操作し、病原性を除
いて導入目的の遺伝子と選抜マーカー遺伝子を組み込み、植物への菌の感染と遺伝子導入
機構を利用し、目的の遺伝子を植物に組み込んだ形質転換が盛んに行われている。しかし、
カルスを経るために植物種によっては植物体再生が困難であったり、キメラとなる可能性
が高いという短所がある。一方、A. rhizogenes の感染により得られる毛状根は１つのクロ
ーンであると考えられており（鎌田ら 1987）、毛状根であること自体が選抜マーカーであ
るため他の選抜マーカー遺伝子を導入する必要がないことなど、A. rhizogenes を用いる利
点もある。毛状根は、植物成長調節物質を用いずに培養することが可能で、分枝を伴って
盛んに成長することが知られており、２次代謝産物の合成を目的にした形質転換が多く行
われている。
遺伝子組み換え植物を巡る状況をみると、1996 年からは遺伝子組み換え農作物の商業
栽培が始まっており、現在では除草剤耐性、害虫抵抗性、有用物質の高含有などの特性を
有する組み換え作物が海外において広く栽培されている。しかし、食品利用することへの
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安全性、生態系への影響、特許を持った会社による種苗の独占的な販売などの点で、遺伝
子組み換え植物の是非が社会問題化している。また、日本を含む一部の国々では、遺伝子
組み換え植物に対する世論の反発が著しく、組み換え植物の野外栽培においてはカルタヘ
ナ法に準拠する厳しい法的規制もあり、容易には栽培できない状況となっている。
本研究では、日本産の野生型 A. rhizogenes を用いることにより、通常の遺伝子導入法と
は異なり、法的な制約を受けずに形質転換後の植物の野外栽培を可能とした。
３．Agrobacterium rhizogenes による形質転換体について
A. rhizogenes の感染により得られた毛状根より再生した植物体は、しばしば Ri（Root
inducing）シンドロームと呼ばれる節間の短縮、多量な根の発達等の異常形態を示す（Tepfer
1984）。これまでにもサツマイモ（Otani et al. 1993）の様ないくつかの作物、鑑賞植物（Otani
et al. 1996, Godo et al. 1997, Hoshino and Mii 1998）などにおいて Ri T-DNA が導入された植
物の形態変化が報告されている。これらの形態変化は、豊富な根の発達を伴う点から、特
に窒素固定能力を持つマメ科作物に有用ではないかと注目される。しかし、マメ科植物で
の毛状根からの植物体再生は、西洋ミヤコグサ Lotus corniculatus （Petit et al. 1987, Nikolic
et al. 2003-2004, Fukuda et al. 2007）、アルファルファ Medicago sativa L.（Spanò et al. 1987）、
ニセアカシア Robinia pseudoacacia L. （Han et al. 1993）、ミヤコグサ Lotus japonicus （Stiller
et al. 1997）、レンゲ Astragalus sinicus （Cho and Widholm 2002）の様な限られた種におい
てしか報告されていない。Crotalaria 属植物において、その様な形質転換を行えば、豊富
な根の発達が窒素固定能力や線虫抑制効果の増大という有用な形質に結びつくことが期待
される。
本研究では、矮性で根群の発達した植物体の獲得を目的とし、野生型の A. rhizogenes を
用いて C. juncea および C. spectabilis の形質転換を行い、得られた形質転換体の形態や根
粒着生、線虫抑制能について調査を行った。
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C. spectabilis C. juncea C. lanceolata C. retusa
Meloidogyne incognita ◎ ◎○ ◎ ◎
Meloidogyne javanica ◎ ○△ ◎ ◎
Meloidogyne arenaria ◎
Meloidogyne hapla ◎ ○ ◎ ◎
Pratylenchus penetrans ○△× × × ×
Pratylenchus coffeae ◎
Obayashi (1990)
◎：very effective,
○：effective to reduce the density of nematodes less than or comparable to that in fallow land,
△：non-effective, ×：increase
Table 1   Difference in activity for controlling plant parasitic nematodes among four
species of Crotalaria .
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第２章 Crotalaria juncea における形質転換体作出
１．緒論
Crotalaria juncea は、世界的には緑肥、飼料、繊維、薬用と多目的に利用され、熱帯の
輪作栽培に取り入れられている（余田ら 1991）。飼料としての利用については、毒性はな
いという報告（Rotar and Joy 1983）や毒性があるという報告（Martin et al. 1967）が混在し、
低毒性ながら使われているという実態であるのか、品種の差によるのかは定かではない。
耐塩性、ある程度の耐寒性を持ち、うどんこ病などの病害、虫害、雑草に強く、やせ地で
の栽培が可能で、日本においては、沖縄で緑肥として栽培されてきた（余田ら 1991）。更
に、耐湿性もあり、直根性の根系発達が旺盛で乾物収量も高いことから、水田の重粘土壌
を改良して田畑輪換に適する土壌改良剤として導入が期待されており（塩谷ら 1990、
Daimon 2006）、各地で緑肥として栽培され始めている。線虫に対しては、サツマイモネコ
ブセンチュウ（Meloidogyne incognita）とキタネコブセンチュウ（M. hapla）等に抑制効果
があるとされている（Table 1）。
C. juncea において Agrobacterium rhizogenes による形質転換体が得られれば、豊富な根
の発達が窒素固定能力や線虫抑制効果の増大という有用な形質に結びつくことが期待され
る他、土壌改良効果の増大も期待される。しかし、 C. juncea についての培養系は、これ
までに Rao ら（1985）がプロトプラストから再分化植物体を得たという報告のみであり、
彼らは詳細な培養条件検討はしていない。また、丸山（1989）によって優れたプロトプラ
ストの培養系も得られたが、発根に問題があり再分化植物体を得ることは難しかった。そ
の後、筆者によりプロトプラスト培養時の植物成長調節物質である 6-benzyladenine（BA）
と 2,4-dichlorophenoxyacetic acid（2,4-D）の濃度調整を行い、再分化時の固化剤に gellan gum
（Gelrite）を用いることでようやく再分化植物体が得られた（小原 1992）。また、第１章
で述べた様に、マメ科植物での毛状根からの植物体再生は、限られた種においてしか成功
していない。これらのことから、植物体再生に困難が伴うことが予測された。本章におい
ては、形質転換および形質転換した毛状根からの植物体再生について詳細を検討した。
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２．材料および方法
（１）植物材料および菌株
植物材料は C. juncea の無菌播種した実生の子葉を用いた。種子は、１滴の Tween20 を
加えた 1 %（有効塩素）次亜塩素酸ナトリウム溶液に 10 分浸漬して滅菌し、滅菌水で 3
回すすいだ。0.8 % (w/v) 寒天（Wako, Japan）と 30 g/l sucrose を含む MS （Murashige and
Skoog 1962）培地に無菌的に播種し、25 ℃連続照明下（光量子束密度 photosynthetic photon
flux (PPF) 60 µmol photons/m2/s）で培養した。
A. rhizogenes は、ミキモピンを生産する（Isogai et al. 1988）、A13 系統（MAFF-02-10266;
Daimon et al. 1990）を用いた。接種の際は、白金耳１かき分の菌を 20 ml YEP（Chilton et al.
1974）液体培地に入れ、25 ℃暗下で 24 時間振とう培養（160 revs/min）して増殖させた。
（２）Agrobacterium の接種および不定根形成
播種後 5 日目の実生より子葉を切り離し、約 1 cm2 片に切断した。これらの外植片を菌
液に 5 分浸漬した後に取り出し、滅菌したペーパータオルで菌液を吸い取った。対照区と
しては、菌液の代わりに YEP 液体培地を浸漬に用いた。外植片は、0.8 % (w/v) 寒天と 30
g/l sucrose を含む MS 培地に置床し、共存培養した。2 日後、外植片を 500 mg/l Cefotaxime
（クラフォラン；Hochst Marion Roussel, Japan） を含む新しい培地に移し、その後は 10
日毎に同培地に移して除菌した。これらの培養は暗黒下 25 ℃で行い、対照区も同様に処
理した。形成された不定根については、先端の 2 ～ 3 cm をカミソリで切断して同培地に
数回継代培養した。その後は、1.2 % (w/v) 寒天と 30 g/l sucrose を含み、MS 培地の無機
塩濃度を半分にした（1/2 MS）培地において、暗黒下 25 ℃で維持した。
（３）DNA の抽出および PCR 分析
不定根からの鋳型 DNA は cetyl trimethyl ammonium bromide （CTAB） 法（Murray and
Thompson 1980）で抽出し、T-DNA 上の rol 遺伝子検出のため PCR 分析を行った。ププラ
イマーは 2 種 1724A-1724B、1724C-1724D （Kiyokawa et al. 1992）を用いた。本プライマ
ーは Ri T-DNA 上の rolC 遺伝子を挟む様に設計されており、PCR 産物はそれぞれ 1794 bp
と 1105 bp のバンドを示す。PCR 反応液組成は、50 ng の鋳型 DNA、各 0.2 µg プライマー、5
µl の 10 倍希釈 Taq DNA ポリメラーゼ反応液、100 µM （最終濃度）の dNTP、1 ユニット
の Taq DNA ポリメラーゼ（Takara Shuzo, Japan）で構成し、50 µl とした。PCR は PCR 装
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置（PC-700, Astec, Japan）を用い、93 ℃ 1 min、55 ℃ 1.5 min、73 ℃ 2 min を 40 サイク
ルの条件で行った。増幅された DNA は、0.8 %(w/v) アガロースゲルによる電気泳動によ
り ethidium bromide で染色して確認した。
（４）オパインの検出
約 100 mg （生鮮重）の不定根を１滴の 1N HCl と石英砂と共にマイクロチューブ内で
ガラス棒ですりつぶし、遠心処理（12000 revs/min、10 min）した。上清 20 µl を濾紙（51B
ADVANTEC, Toyo Roshi Kaisha, Japan）にスポットして高電圧電気泳動を 450 V/cm 定電圧
で約 2 時間行った。ランニングバッファーは、5 %（v/v）formic acid、15 %（v/v）acetic acid、80
%（v/v）H2O で構成した。ミキモピンの検出は、Petit et al. (1986)に記されたパウリー反
応による染色で行った。
（５）毛状根からの植物体再生
毛状根は、先端を除いた約 1 cm の断片を、様々な濃度の 6-benzyladenine（BA）（0, 1, 3,
5 mg/l）、10 g/l sucrose、1.2 %(w/v)寒天を含む B5 培地（Gamborg et al. 1968）に置床し、25
℃連続照明下（PPF: 60 µmol photons/m2/s）で培養した。再分化した不定芽は、BA を除い
て 1.2 % (w/v) 寒天または 0.4 % (w/v) gellan gum（Gelrite, Wako, Japan）を含む 1/2MS 培
地を、10 ml 入れた試験管（25 × 120 mm）や 50 ml 入れた瓶（55 × 110 mm）に移植して
伸長と発根を促した。各試験管や瓶には 1 本の不定芽を入れ、通気のためプラスチック製
の蓋に約 10mm の穴を空け、0.5 µm 穴の 18 mm 径メンブレンフィルター（Milliseal,
Millipore, Japan）をつけた。得られた幼植物体は、水で湿らせたバーミキュライトのポッ
トに移植して順化し、最終的には温室内で育てた。
（６）サザンブロット分析
毛状根から再生した植物体について、サザンブロットハイブリダイゼーションで形質転
換の確認を行った。DNA は再生した植物体の葉より CTAB 法で抽出した。植物 DNA（約 5
µg）を EcoRI で切断し、0.6 %(w/v) アガロースゲル上で電気泳動し、ナイロンメンブレ
ン（Hybond-N+, Amersham International, UK）に移した。A. rhizogenes MAFF02-1724 の rolA,
rolB, rolC 遺伝子を含む 7.5 kb EcoRI フラグメントは、pBS::E7.5（筑波大学遺伝子実験セ
ンターの鎌田博士より提供いただいた）を Geneclean II kit（Bio 101 Inc., USA）によって
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精製し、サザンブロットハイブリダイゼーションのプローブとした。プローブ DNA は、ECL
システム（Amersham International, UK）にてラベルされ、検出された。化学発光法のシグ
ナルバンドを、X 線フィルム（Hyperfilm TM-ECL, Amersham International, UK）に 30 分感
光させることにより可視化した。
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３．結果および考察
A. rhizogenes の接種 14 日後より、子葉外植片の切断面から不定根が観察された（Fig.
1A）。21 日後の不定根形成率は、50.6 %であった（Table 2）。不定根形成外植片率につい
ては接種区と対照区との間に統計的に優位な差は認められなかったが、外植片あたりの不
定根数については接種区が対照区よりも多かった。不定根形成初期には形質転換根と非形
質転換根の違いを見極めることは難しかったが、接種区で形成された不定根のいくつかは、
植物成長調節物質を含まない培地で分枝を伴って旺盛に生育するという毛状根の典型的な
特徴を示した。接種約３ヶ月後、植物成長調節物質を含まない培地で生育している不定根
について、rol 遺伝子の存在を確認するため、PCR 分析を行った（Fig. 2）。プライマー２
組合せを用い、異なる不定根に由来する 25 本（以降系統とする）の根を調べた所、16 系
統について rol 遺伝子が導入されていることが確認され、形質転換率は 64 %であった
（Table 2）。ミキモピンの生成は、同様にこれらの 16 系統の毛状根クローンで確認され
た（Fig. 3）。これらの毛状根は植物成長調節物質および cefotaxime を除いた 1/2 MS 寒天
培地で継代培養できた（Fig. 1B）。
マメ科植物種での培養中の不定芽再生は、再生時に多くの場合カルス化が認められ、植
物成長調節物質のない培地で常時照明下で自然に再生した Lotus corniculatus （Petit et al.
1987）を除けば、再生は困難を伴い、種特有の方法が要求されると示唆されてきた（Atkins
and Smith 1997）。C. juncea における今回の実験では、不定芽は植物成長調節物質を除いた
培地では形成されず、BA を添加することにより形成された。BA を含む培地で 3 ヶ月培
養すると、毛状根に由来するカルス上の緑色スポットから不定芽が形成された（Fig. 1C）。
最も高い不定芽形成率は、BA を 3 mg/l 添加した培地で認められ、30 %であった（Table 3）。
より高い BA 濃度（5 mg/l）では、ほとんどの外植片は淡い緑色になり、不定芽を形成し
た外植片の割合は、14 %に低下した。不定芽形成率に関しては、毛状根の系統間に若干
の違いが認められたが、BA 濃度に対する反応は同様であった。
BA の添加により不定芽は誘導できたが、著しい水浸状化のためにほとんど正常に生育
することは出来なかった。1/2 MS 培地を 0.8 % 寒天で固化させた場合では 50 %、0.2 %
ゲルライトで固化させた場合では 80 %の不定芽で著しい水浸状化が認められた。水浸状
化を除くためには、固化剤の濃度を上げたり、水ポテンシャルを低減する効果が期待され
る処理として換気などが好ましいとされてきた（Wardle et al. 1983）。それゆえ、C. juncea
の不定芽についても 1.2 %（w/v）寒天および 0.4 %（w/v）ゲルライトで固化させた培地
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に置床したところ、水浸状化の割合はそれぞれ 37.5 %と 60 %に低下し、さらにミリシー
ルを用いることで、それぞれ 0 %と 12.5 %まで低下させることができた。これらの不定芽
は移植 30 日後には毛茸のある堅い小葉をいくつか展開して成長し、その後毛状根由来不
定芽の 54.7 %は発根に成功した（Fig. 1D）。再生した植物体はポット植えとし、温室内で
育てられ（Fig. 1E）、最終的には開花に至った。植物種によっては、培地固化剤を高濃度
で使用することが、水浸状化を防ぐ効果があると報告されている（Singha et al. 1990、Nugent
et al. 1991）。Singha ら（1990）は、マルメロ（Cydonia oblonga Mill.）において寒天濃度を
上げることにより、茎数、生鮮重、乾物重は低下するが、水浸状化と茎頂のネクロシスも
低減し、乾物率は上昇したとしている。また、Nugent ら（1991）は、カーネーション（Dianthus
caryophyllus L.）において寒天濃度 0.8%（w/v）やゲルライト濃度 0.25%（w/v）よりもゲ
ルライト濃度 0.4%（w/v）で水浸状化が低減して発根したとしている。本研究では、プラ
スチックキャップにミリシールを付けた場合において、C. juncea の水浸状化低減には、
ゲルライトの 2 倍濃度（0.4%）では、寒天の通常濃度（0.8%）を 1.5 倍高くした濃度（1.2%）
と同様の効果はなかった。固化剤の種類が水浸状化に与える影響については、Bornman and
Vogelmann （1984）がオウシュウウトウヒ（Picea abies）の培養において報告しており、
寒天濃度を 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0 g/l とゲルライト濃度を 1.0, 1.5, 5.0, 7.5, 10.0 g/l と
変えた場合、どちらの固化剤でも高濃度ほど水浸状化率は低くなったが効果は同様ではな
く、固化剤の種類が水浸状化の防止に与える影響は未だ明らかにはなっていない。
毛状根より再生した植物体の形質転換（Ri T-DNA の導入）は、サザンブロット分析に
より確認された（Fig. 4）。A. rhizogenes の T-DNA と非形質転換植物体のゲノム DNA 間に
はハイブリダイゼーションは認められず、毛状根より再生した植物体では 7.5 kb の
T-DNA 中心領域がハイブリダイゼーションして認められた。
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Control 46.2 1.5 0
Inoculation 50.6 2.1 64
t-test n.s. *
* P  < 0.05
a : Values represent percentages of means for three replications (n=40 explants)
b : PCR analysis was performed on 25 adventitious roots 3 months after infection
Table 2   Effect of inoculation with Agrobacterium rhizogenes  A13 (MAFF-02-
10266) strain on root formation from cotyledon explants after 21 days of culture
in Crotalaria juncea .
% of explants
showing root
formationa
Number of
roots per
explant
% of hairy roots
producedb
- 12 -
Concentration of BA
(mg/l)
0 0c
1 4c
3 30a
5 14b
a : Values represent percentages of five replications (n=10 explants)
Values followed by the same letter are not significantly different at the 5% level by Tukey test. 
Table 3   Effect of benzyl adenine (BA) on induction of adventitious shoots
from hairy roots in Crotalaria juncea  after 90 days of culture.
% of explants
forming shootsa
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Fig. 1 Plant regeneration from hairy
roots of C. juncea.
A: Adventitious root formation from cut surface of
cotyledon inoculated with A. rhizogenes A13 strain 21
days after inoculation. B: Vigorous growth of hairy roots
on 1/2 MS medium without plant growth regulators. C:
Adventitious shoots induction on BA-containing medium.
D, E: Plantlet derived from hairy roots.
A B
C
D
E
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Fig. 2 Confirmation of integrated Ri T-DNA by PCR analysis.
Lane 1: ø Ⅹ lambda/HaeIII digest ＋ lambda/HindIII digest, lanes 2 and 3: positive control
(plasmid), lanes 4 and 5: a root from a non-inoculated explant, lanes 6 and 7: CJ1-3 (a root
from an inoculated explant), lanes 8 and 9: CJ2-5 (a root from an inoculated explant), PCR
primers used were 1724A-1724B (lanes 2, 4, 6, 8) and 1724C-1724D (lanes 3, 5, 7, 9).
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Fig. 3 Paper electrophoretogram showing the presence of
mikimopine in C. juncea hairy root.
1: Mikimopine standard extracted from hairy roots of tobacco infected with A. rhizogenes A13
(MAFF02-10266) strain as a positive control. 2, 3, 4: Root strains derived from explants
inoculated with A. rhizogenes A13 (MAFF02-10266). 5: Roots derived from a non-inoculated
explant as a negative control. An arrow indicates the position of mikimopine.
1     2      3      4      5
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Fig. 4 Southern blot analysis of DNA in plants
regenerated from C. juncea hairy roots.
EcoRI-digested DNA samples were hybridized with a 7.5 kb EcoRI fragment from pBS::E7.5.
Lane 1: DNA of non-transformed plant as a negative control, lanes 2 and 3: DNA of
transgenic plants. An arrow indicates 7.5 kb.
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第３章 Crotalaria spectabilis における形質転換体作出
１．緒論
Crotalaria spectabilis は、他の Crotalaria 属の多くと同様、その実等に脊椎動物に有毒な
アルカロイド、モノクロタリンを含み（Lafranconi and Huxtable 1984）、飼料には用いるこ
とが出来ない。また、緑肥としては C. juncea よりも乾物量や緑肥の分解速度の律速要因
の一つである C-N 率が劣り（Daimon et al. 1995）、必ずしも緑肥としての能力に秀でてい
る訳ではない。しかし、Table 1 に示した様に C. spectabilis では、サツマイモネコブセン
チュウ（Meloidogyne incognita）、キタネコブセンチュウ（M. hapla）、ジャワネコブセンチ
ュウ（M. javanica）、アレナリアネコブセンチュウ（M. arenaria）、ミナミネグサレセンチ
ュウ（Pratylenchus coffeae）、更にはダイズシストセンチュウ（Heterodera glycines）などの
幅広い種類の線虫に対して強い抑制効果を示す（McSorley 1999、湯原 1969、 鳥越 1996、
Kushida et al. 2003）。このため、日本においても対抗植物（緑肥）として導入されている。
C. spectabilis において、Agrobacterium rhizogenes による形質転換体が得られれば、C.
juncea よりも幅広い線虫に対して抑制効果が増大するという有用な形質に結びつくことが
期待される。しかし、 C. spectabilis についての培養系は、これまでに報告がない。第２
章において確立された C. juncea の毛状根から形質転換体作出までの培養系を基に、本章
では、新たに C. spectabilis についての毛状根誘導から形質転換植物体再生までの系の確立
を試みた。
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２．材料および方法
（１）植物材料および菌株
植物材料は C. spectabilis の無菌実生の子葉および胚軸を用いた。種子の滅菌では、１滴
の Tween20 を加えた 1 % （有効塩素）次亜塩素酸ナトリウム溶液に 10 分浸漬し、滅菌水
で３回すすいだ。0.8 %（w/v）寒天（Wako, Japan）と 10 g/l sucrose を含み、MS（Murashige and
Skoog 1962）培地の無機塩濃度を半分にした（1/2 MS）培地において無菌的に播種し、25
℃連続照明下（光量子束密度 photosynthetic photon flux (PPF) 60 µmol photons/m2/s）で培養
した。
A. rhizogenes は、ミキモピンを生産する（Isogai et al. 1988）、A13 系統（MAFF-02-10266;
Daimon et al. 1990）を用いた。接種の際は、白金耳１かき分の菌を 30 ml YEP（Chilton et al.
1974）液体培地に入れ、28 ℃暗下で 12 時間振とう培養（160 revs/min）して増殖させた。
（２）Agrobacterium の接種および不定根形成
播種後 5 日目の実生より子葉を切り離し、子葉は約 1 cm2 片に、胚軸は約 1 cm 程度に
切断した。これらの外植片を菌液に 10 分浸漬後に取り出し、滅菌したペーパータオルで
菌液を吸い取り、湿らせたろ紙上に置き、25 ℃暗黒下で共存培養した。対照区としては、
菌液の代わりに YEP 液体培地を浸漬に用いた。3 日後、外植片を 30 g/l sucrose、500 mg/l
cefotaxime （クラフォラン；Hochst Marion Roussel, Japan）、0.8 %（w/v）寒天を含む 1/2MS
培地に移し、その後は 14 日毎に同培地に移して除菌した。これらの培養は暗黒下 25 ℃で
行い、対照区も同様に処理した。同培地での数回の継代培養により外植片より不定根が形
成された。不定根は、切断して cefotaxime を除き 30 g/l sucrose、0.8 %（w/v）寒天、1 mg/l
GA3（Gibberellin A3）を含む 1/2 MS 培地に数回継代培養した。その後は GA3 を除き、0.3 %
（w/v）gellan gum （Gelrite, Wako, Japan）と 30 g/l sucrose を含む 1/2 MS 培地で暗黒下 25
℃で維持した。
（３）オパインの検出
約 100 mg （生鮮重）の不定根を 1 滴の 1N HCl と石英砂と共にマイクロチューブ内で
ガラス棒ですりつぶし、遠心処理（10,000 revs/min、5 min）した。上清 10 µl を濾紙（51B
ADVANTEC, Toyo Roshi Kaisha, Japan）にスポットし、高電圧電気泳動を 450 V/cm 定電圧
で約 2 時間行った。ランニングバッファーは、5 % (v/v) formic acid、15 % (v/v) acetic acid、
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80 % (v/v) H2O で構成した。ミキモピンの検出は、Petit et al. (1986)に記されたパウリー
反応による染色で行った。
（４）毛状根からの植物体再生
毛状根は、先端を除いた約 5 mm の断片を、様々な濃度の 6-benzyladenine (BA) （0, 1, 5,
10 mg/l）、20 g/l sucrose、0.3 % (w/v) gellan gum を含む B5 培地（Gamborg et al. 1968）に
置床し、25 ℃連続照明下（PPF: 60 µmol photons/m2/s）で培養した。再分化した不定芽は、BA
を除き、0.4 % gellan gum と 30 mM の sucrose または fructose を含む 1/2 MS 培地を 10 ml
入れた試験管（25 × 120 mm）に移植して伸長を促した。伸長した不定芽は切り離して、50
ml の同培地を入れた 225 ml のマヨネーズ瓶に移し、発根を促した。各試験管およびマヨ
ネーズ瓶にはそれぞれ 1 本の不定芽を入れ、通気のためプラスチック製の蓋に約 10 mm
の穴を空け、0.5 µm 穴の 18 mm 径メンブレンフィルター（Milliseal, Millipore, Japan）をつ
けた。得られた幼植物体は、水で湿らせたバーミキュライトのポットに移植し順化させた
後、最終的に温室内で育てた。
（５）DNA の抽出および PCR 分析
再生した植物体からの鋳型 DNA は cetyl trimethyl ammonium bromide （CTAB） 法
（Murray and Thompson 1980）で抽出した。T-DNA 上の rol 遺伝子の検出のため PCR 分析
を行った。プライマーは 1724C-1724D（Kiyokawa et al. 1992）を用いた。本プライマーは Ri
T-DNA 上の rolC 遺伝子を挟む様に設計されており、PCR 産物は 1105 bp のバンドを示す。
PCR 反応液組成は、50 ng の鋳型 DNA、各 0.2 µg プライマー、5 µl の 10 倍希釈 Taq DNA
ポリメラーゼ反応液、100 µM （最終濃度）の dNTP、1 ユニットの Taq DNA ポリメラー
ゼ（Takara Shuzo, Japan）で構成され、50 µl とした。PCR は PCR 装置（PC-700, Astec, Japan）
を用い、94 ℃ 0.5 min、57 ℃ 0.5 min、72 ℃ 1 min を 30 サイクルで行った。増幅された DNA
は、0.8 % (w/v) アガロースゲルによる電気泳動により ethidium bromide で染色して確認
した。
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３．結果および考察
A. rhizogenes の接種から 14 日後、子葉および胚軸切片の切断面より不定根の発生が認
められた。外植片当たりの不定根形成数の割合は、接種 28 日後で子葉で 20 %、胚軸で 28 %
であった。外植片より切り離した不定根は、1/2 MS 基本培地では生育しなかったが、1 mg/l
GA3 を添加した同培地上では伸長を始めた。この結果は、継代培養中の Datura innoxia 毛
状根に GA3 処理を行うことにより毛状根の伸長と分枝が促進された GA3 の伸長刺激効果
（Ohkawa et al. 1989）の知見と合致した。GA3 の伸長刺激効果については、他の植物種に
おいても毛状根を利用した二次代謝産物生産での生産量増加を狙った研究において報告が
ある（Rhodes et al. 1994, Subroto and Doran 1994）。しかし本研究では、C. spectabilis 毛状根
を GA3 を添加した同培地上で継代を続けた場合には、GA3 を除いた場合と毛状根の伸長
には大きな差がなく、水浸状化が認められたため、２～４週間の GA3 による初期伸長処
理後は、GA3 を除いた培地に移した。接種から約 3 ヶ月後、これらの不定根について形質
転換の確認をミキモピンの検出により行った（Fig. 5）。8 本の不定根系統を供試し、その
うち 7 本が形質転換した毛状根であると確認された。形質転換が確認されたうちの 6 本は
子葉由来、1 本は胚軸由来の不定根であった。形質転換根はゲルライトで固化させた 1/2 MS
培地上で GA3 を除いても継代培養が可能で、cefotaxime を除いても Agrobacterium の増殖
は認められなかった。これらの根は、植物成長調節物質を含まない培地で多数の分枝を伴
って旺盛に生育する毛状根に典型的な特徴を示した（Fig. 6A）。
C. spectabilis 毛状根は植物成長調節物質を含まない培地の継代中に不定芽が形成される
ことはなく、BA 添加培地に移して培養し約 2 ヶ月後、毛状根由来カルスに現れた緑色ス
ポットから不定芽が誘導された（Fig. 6B）。第 2 章の C. juncea における研究でも、同様に BA
の添加が必要であった（Ohara et al. 2000）。これまでマメ科植物種では、常時照明下で植
物成長調節物質のない培地で 30 日培養により自然に再生した Lotus corniculatus （Petit et
al. 1987）を除けば、培養中の毛状根からの不定芽再生は困難を伴い、種特有の方法が要
求されると示唆されてきた（Atkins and Smith 1997）。C. spectabilis 毛状根からの不定芽形
成率は、5 mg/l BA が添加された培地において最も高く、平均で約 24%であった（Table 4）。
より高い BA 濃度（10 mg/l）では、不定芽は形成されなかった。不定芽形成率は、毛状根
系統間に大きな差があったが、BA 濃度に対する反応はほぼ同様であった（Table 4）。毛
状根系統間における不定芽再生能の違いは、Nagy et al.（1985）が報告している様に、T-DNA
が導入されたゲノム上の位置が異なることによるかもしれない。
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BA の添加により不定芽は誘導できたが、それらは激しい水浸状化と、基部にカルス形
成を伴っていたために、ほとんど伸長することはできなかった。水浸状化を除くためには、
固化剤の濃度を上げること（Singha et al. 1990, Nugent et al. 1991）や強制換気（Wardle et al.
1983）という様な、いくつかの処理を行い水分ポテンシャルを低下させることが好ましい
とされてきた。C. juncea においても、高濃度の固化剤を培地に使用することや、換気に
効果的なミリシールをプラスチックキャップ上に用いることにより、水浸状化を抑えるこ
とが出来た（Ohara et al. 2000）。しかしながら、C. spectabilis においては、同様の方法で
は水浸状化した茎の枯死とカルス化が続き、不定芽の伸長はみられなかった。水浸状化を
低減する他の方法としては、Rugini ら（1987）が、アーモンドとオリーブの茎培養におい
て培地の糖を sucrose から fructose に換えることによって、また Druart（1998）が、いくつ
かの果樹の茎増殖において培地の糖を galactose にすることによって、水浸状化が抑制さ
れたと報告しており、適切な糖の種類を選択することが挙げられる。そこで、培地の sucrose
を同モル濃度の fructose に換えたところ、カルス化と水浸状化が低減し、茎の伸長に繋が
った（Table 5）。これらの茎を 225 ml 瓶に移すと葉が黄化したり枯死したりしたが、その
防止には、移植時に下部の葉を取り除いたり、弱光下に数日置くことが効果的であった。
これらの茎で側芽がある節部分を切り出して継代培養を数回繰り返すことにより、毛茸の
ある堅い小葉をいくつか展開して正常な茎となり、最終的には発根した（Fig. 6C）。これ
らの毛状根由来植物体は、10 日間の 25 ℃ 12 時間照明下での順化を経て土へ移植するこ
とに成功した（Fig. 6D）。これらの毛状根由来の植物体において、PCR により約 1.1kb の rol
遺伝子領域が検出され、形質転換（Ri T-DNA の導入）が確認された（Fig. 7）。
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% of hairy roots showing shoots formation
Concentraion of BA (mg l-1)
Line of hairy root 0 1 5 10
A 0.0 3.3 40.0 0.0
B 0.0 0.0 20.0 0.0
C 0.0 0.0 0.0 0.0
D 0.0 0.0 3.3 0.0
E 0.0 20.0 26.7 0.0
F 0.0 0.0 46.7 0.0
G 0.0 10.0 30.0 0.0
Average 0.0 b 4.8 b 23.8 a 0.0 b
Values represent percentages for three replications (n=10 explants).
Values followed by the same letter are not significantly different at 5% level by Tukey test.
Table 4.   Effect of 6-benzyladenine (BA) concentration on induction of
adventitious shoots from hairy roots of Crotalaria spectabilis  after 60
days of culture
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No. of shoots Callus formation (%)* Shoots showing 
Sugar transplanted Large Small growth (%)
Sucrose 35 85.7 11.4 57.1
Fructose 39 7.6 38.5 82.1
* Large callus > 5 mm,　Small callus = 2 to 5 mm.
Table 5.   Effect of a kind of sugar in media on shoot growth and callus
formation at the base from hairy root-derived shoots of Crotalaria spectabilis
after 20 days of culture
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Fig. 5 Paper electrophoretogram showing the presence of
mikimopine in C. spectabilis hairy root.
1: Mikimopine standard extracted from hairy roots of tobacco infected with A. rhizogenes A13
(MAFF02-10266) strain as a positive control. 2: Roots derived from a non-inoculated explant
as a negative control. 3,4,5: Root strains derived from explants inoculated with A. rhizogenes
A13 (MAFF02-10266). An arrow indicates the position of mikimopine.
1    2     3     4     5
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Fig. 6 Plant regeneration from C. spectabilis hairy roots.
A: Hairy roots growth in medium without plant growth regulators.
B: Adventitious shoots induction on BA-containing medium.
C, D: Plantlet derived from hairy roots.
BA
C D
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Fig. 7 Confirmation of integrated Ri T-DNA by PCR analysis.
M: φX174/HaeIII digest, P: positive control (plasmid), C: DNA of non-transformed plant
as a negative control, 1 to 8: DNA of transgenic plants
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第４章 Crotalaria における毛状根由来植物の特性
１．緒論
Agrobacterium rhizogenes の感染により得られた毛状根より再生した植物体は、しばしば
Ri（Root inducing）シンドロームと呼ばれる節間の短縮、多量な根の発達等の異常形態を
示す（Tepfer 1984）ことは既に第１章で述べた。Crotalaria で形質転換を行えば、豊富な
根の発達が窒素固定能力や線虫抑制効果の増大という有用な形質に結びつくことが期待さ
れる。根粒菌との共生関係や線虫の生育場所の維持などは、植物ホルモンをはじめ種々の
生理活性物質が関与している。例えば、根瘤はオーキシンの作用により形成され、このオ
ーキシンは線虫による遊離アミノ酸が植物のフェノール物質と反応して生成されると考え
られている（石橋 2003）。ホルモンバランスが崩れた形質転換組織において、これらの生
物間相互作用が維持されているか否かという点でも興味が持たれる。
第２章では C. juncea、第３章では C. spectabilis の A. rhizogenes による形質転換体の作出
について述べた。第４章では、第２章、第３章で作出した形質転換体について、形態的特
性を調査すると共に、根粒の形成能や線虫抑制能についても調査した。
根粒の形成能については、毛状根、無菌植物体、順化した温室内の植物体のそれぞれに
根粒菌の接種を行い、根粒の着生の有無を調査した。根粒菌は、各マメ科植物によって共
生する種類が異なる。本研究では Crotalaria 菌（Bradyrhizobium sp. USDA3024 株）を用い
た。
線虫抑制能については、毛状根への 3 種のネコブセンチュウ（Meloidogyne incognita, M.
javanica, M. hapla）の接種を試みた。ネコブセンチュウの生活環については、西沢（1987）
によると、「まず、卵殻内で 1 回脱皮した後に孵化し、この 2 期幼虫（体長約 0.4 mm）が
根に侵入する。主として根冠部から数 mm 基部の伸長成長が盛んな部分より群をなして
侵入し、中心柱に定着する。線虫の分泌物によって根の組織は形態、生理的変化を引き起
こす。第一として通常の数十倍の容積を持ち、多核で細胞質の濃い「巨大細胞」（線虫に
養分を供給する）が口器の及ぶ範囲に数個形成される。第二としてその周辺部に第一とは
別の機構で細胞の異常肥大と増生が進行し、根こぶが形成される。定着に成功すると虫体
は肥大し、ソーセージ型の幼虫期に 3 回の脱皮を重ねて成虫となる。雌は洋なし型（約 0.5
mm）、雄はウナギ型（約 1 mm）で、過寄生時などに雄が多くなる。成熟した雌は根こぶ
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表面にゼラチン状物質を排出し、その中に数百卵を産する。」としている。本研究では、
線虫の発育経過を追うことにより、線虫抑制能が維持されているかを調査した。
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２．材料および方法
（１）植物材料および調査項目
形態的特性は、順化に成功した C. juncea 毛状根 2 系統由来の植物体のうち開花の多い
各 3 個体を選び、計 6 個体を用い、根の観察を行い、節間長、花間長、花弁長などを調査
した。加えて、花粉稔性および花粉の発芽能を調査した。対照としては、ポットに播種し
た種子由来の植物体 3 個体を同様に調査した。
根粒菌に対する反応の調査では、毛状根レベルとしては、C. juncea および C. spectabilis
毛状根を用いた。植物体レベルでは、C. juncea および C. spectabilis 毛状根由来の無菌植物
体および順化に成功した C. juncea を用い、対照としては、それぞれプロトプラスト由来
の無菌植物体、種子由来の植物体を用いた。
線虫に対する反応の調査では、無菌的に線虫を接種するため、C. juncea および C.
spectabilis 毛状根を用いた。
（２）花粉の調査
花粉稔性の調査については、花粉をスライドグラスに落とし、鉄酢酸カーミン 1 滴を加
えてカバーグラスをかぶせ、顕微鏡で観察した。染色したものは、内容物に富んでおり、
稔性があるものと判断した。種子由来および毛状根 2 系統由来の植物体について、各個体 5
花についてそれぞれ 500 粒を調べた。
花粉発芽の調査については、スライドグラスに発芽用培地（12 % sucrose、100 mg/l H3BO3、
1 %（w/v）寒天）を広げ、この上に花粉を散布し、湿潤下で 32 ℃で約 1 時間インキュベ
ートし、顕微鏡で観察した。
（３）根粒菌の接種
根粒菌は大阪府立大学の大門博士より提供頂いた Crotalaria 菌（Bradyrhizobium sp.
USDA3024 株）を用いた。菌は pH 6.8 に調整した 0.5 g/l Yeast Extract、0.2 g/l MgSO4･7H2O、
0.1 g/l NaCl、0.5 g/l K2HPO4、10 g/l mannitol からなる YEM 培地で維持した。
YEM 培地に白金耳 1 かき分の菌を入れ、25 ℃暗下で 7 日間振とう培養（160 revs/min）
して増殖させた菌液を接種に用いた。無菌植物体は、無窒素の B&D 培地（Broughton and
Dilworth 1971）を含ませたバーミキュライトに移植し、移植 10 日目以降に菌液 10 ml を
接種した。順化後の植物体については、5 号鉢で 100 ml を接種した。
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毛状根レベルでの接種は、井伊ら（1992）の方法を改変して用いた。直径 9 cm のプラ
スチックシャーレ内に 3.5 cm シャーレを入れ、内側のシャーレに MS 培地（Murashige and
Skoog 1962）の無機塩濃度を半分にした（1/2 MS）培地を、外側のシャーレに B&D 培地
をそれぞれプレートした。毛状根 3 cm 程度を 1/2 MS 培地に置床し、毛状根が外側のシャ
ーレに伸びた所で 10 µl の菌液を B&D 培地に塗った。
（４）毛状根への線虫の接種
線虫は、（株）ライオンの安達氏より提供頂いたサツマイモネコブ（Meloidogyne
incognita）、ジャワネコブ（M. javanica）、千葉県農業試験場の福田氏より提供頂いたキタ
ネコブ（M. hapla）の二期幼虫を用いた。これらの線虫は、安達氏より提供頂いた感受性
トマト品種 'Farstmore' の毛状根で無菌的に維持した。接種時の対照としては、1.2 %（w/v）
寒天と 30 mg/l sucrose を含む 1/2 MS 培地で暗黒下 25 ℃で維持した感受性トマト
‘Farstmore’の毛状根を用いた。接種は Adachi ら（1993）の方法を改変して行った。
線虫は、接種 48 時間前にトマト毛状根より卵のうを取り、25 ℃の滅菌水中に入れて孵
化させた二期幼虫を用いた。接種前日に Crotalaria および対照のトマト毛状根の先端約 5
cm を、0.2 %（w/v）gellan gum で固化させたプレート状の M 培地（Bécard and Fortin 1988）
に移した。この M 培地上の毛状根に滅菌水 200 µl に入った約 100 頭の幼虫を接種し、25
℃暗下で静置した。
根内の線虫の発育経過を観察するため、接種 3、10、20 ～ 25、40 日前後にシャーレご
との毛状根をサンプリングし、次の方法で線虫を染色した。1.5 % （有効塩素）次亜塩素
酸ナトリウムで 15 分漂白し、水で 2 分洗い、20 分間水浸した。酸性フクシン液（70 mg/l
酸性フクシン, 0.5 % 酢酸）で 30 分煮沸し、その後酸性グリセリン中で熱して脱色した。
この根について顕微鏡で観察した。
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３．結果および考察
（１）形態的特性および花粉調査
再生した C. juncea 形質転換植物体は、地上部ではクロロシスや節間の短縮を示し、根
部は地表付近での著しい発達を示した（Table 6, Fig. 8A, B）。節間の短縮や根部の発達は
毛状根由来植物体に特徴的である。クロロシスは鉄イオン剤（メネデール：Menedael Co.
Ltd, Japan）を灌水時に与えることにより軽減された。これらの形質転換植物体は、その
後 1 m 以上に生育し、種子由来植物体と同様に短日条件下で多く開花がみられた（Fig. 8C,
D）。茎全長は、温室に鉢出しした際は形質転換植物体と種子由来植物体で同程度であっ
たが、開花時では種子由来植物体は 3 m 以上になったのに対し、形質転換体では節間の
短縮に起因して 1.5 ～ 2 m と低かった。花の大きさは種子由来の植物に比べて小さかった
が、花粉稔性は 90 %程度あり、問題となるほどの稔性の低下は認められなかった（Table 6,
Fig. 8E, Fig. 9）。また、形質転換体は、温室内での自然条件下では着果は見られなかった
が、文献によるとミツバチによる他家受精と記さされており（Duke 1929）、受粉したとこ
ろ、１果のみ着果が認められた。
（２）根粒菌に対する反応の調査
毛状根に対する根粒菌の接種については、C. juncea および C. spectabilis 計 40 シャーレ
程度を供試したが、ほとんどが毛状根培地に根粒菌が混入した後に根が腐り、根粒形成に
は至らなかった。しかし、C. juncea の 2 シャーレに根粒様形態が認められた（Fig. 10A, B）。
毛状根への根粒菌の接種についてはいくつかの報告があるが、種々のマメ科植物に
Agrobacterium の直接感染法により誘導した毛状根を植物体から切り離さないで用いた時、
根粒形成が抑制されたという報告（Beach and Gresshoff 1988）や抑制はみられないという
報告（Hansen et al. 1989）がある。また、井伊ら（1992）により、インゲンにおいて毛状
根単独を用いた時あるいは直接感染法によって誘導した毛状根を植物体から切り離さない
状態で用いた時、通常の根粒と異なる根粒様形態が形成されたという報告がなされている。
彼らはこの根粒様形態について、根粒菌が細胞内に侵入していない、感染糸がない、維管
束の位置が周縁にはないなど、通常の根粒とは相違があったとしている。根粒菌を接種し
た C. juncea の毛状根に形成された根粒様形態は、外見上は彼らの報告したものとよく類
似していた。同じものであるかの判断には電子顕微鏡観察が必要である。通常の根粒は、
中心部にバクテロイドが密に詰まり、レグヘモグロビンを持つ感染細胞と無感染細胞がモ
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ザイク状に位置している（大山 1991）。形成された根粒様形態は、通常に比べて小さく、
丸く、やわらかいゴール状で、レグヘモグロビンを示すピンク色はみられず、無効根粒と
考えられるが、アセチレン還元能を調査することで明らかになろう。
毛状根由来の無菌植物体（C. juncea 10 個体および C. spectabilis 3 個体）への接種におい
ては根粒形成は認められなかった。しかし、プロトプラスト由来の無菌植物体では接種し
た 3 個体のうち 2 個体で根粒の形成が観察され、これらの根粒を切断すると、内部はレグ
ヘモグロビンによると考えられる薄いピンクの呈色がみられ、有効根粒であると考えられ
た。一方、順化後の C. juncea 形質転換植物体に接種したところ、種子由来の植物と同様
に根粒の形成が確認された（Fig. 10C）。形質転換体における根粒菌との関係の維持につい
ては既に報告があり（Petit et al. 1987）、C. juncea においても根粒形成能が維持されている
ことが示された。
順化後の植物体では根粒が形成され、無菌植物体レベルでは根粒の形成が認められなか
ったのは、根粒形成が窒素レベル等の条件に影響されたということが考えられる。しかし、
無菌植物体レベルでも、プロトプラスト由来植物体では根粒が形成されたことから、毛状
根由来の形質転換植物体自体がクロロシスを起こす等貧弱であったために根粒の形成が抑
制されたのかもしれない。
（３）線虫に対する反応の調査
好適宿主である感受性トマト品種の毛状根では、用いたどの種類の線虫（M. incognita、M.
javanica、M. hapla）においても接種 1 日後には全ての線虫が根内に侵入し、3 日後には根
の中心柱に達した（Fig. 11A）。定着部位で肥大が始まり、その後根瘤を形成し、10 日後
には肥大した線虫が認められた（Fig. 11B）。最終的に成熟した雌が現れ（Fig. 11C）、接種 25
日後には根の表面に産卵が観察された。M. hapla の接種区においては、この種に特徴的な
根瘤からの二次根形成も見られた（Fig. 11D）。接種 40 日後では、どの種類の線虫も卵囊
から二期幼虫の孵化が観察された（Fig. 11E, F）。
C. juncea および C. spectabilis 毛状根においては、対照のトマト毛状根での場合と同様
に線虫は根内に侵入し、定着した（Fig. 12A, B）。10 日後には根瘤も形成された。トマト
の場合と同様に M. hapla の接種区においては、二次根形成も見られた。線虫は Crotalaria
毛状根内で生育したが、トマト根内における線虫に比べて小さく、しばしば線虫の周囲で
ネクロシスが観察された（Fig. 12C）。線虫は最終的には次世代を産出することなく死亡し
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た。Fig. 12 では C. spectabilis で示したが、C. juncea においても同様の経過であった
（Akasaka et al. 2003）。また、用いた３種の線虫全てで同様の不十分な発育経過を示した。
対抗植物におけるサツマイモネコブセンチュウの発育と根の組織的反応については佐野
および中園（1986）が詳しく報告している。彼らによると、「好適寄主のトマトでは、接
種 5 日後に根の中心柱内に巨大細胞が形成され、線虫の一部はすでに肥大をはじめており、
接種 9 日後では発達した巨大細胞とソーセージ状になった線虫（性的には未分化）が認め
られ、更に 24 日後には成熟した雌成虫、産卵個体も認められた。これに対し、C. spectabilis
では接種 6 日後には多数の幼虫が侵入しており、巨大細胞をともなった線虫も認められた
が、線虫のその後の生育は遅く、10 日後に初めて肥大を開始した個体が認められ、25 日
後に大部分の個体がソーセージ状になり、巨大細胞は接種 35 日までよく発達し維持され
たにも関わらず、線虫は性的に未分化の２期幼虫に止まっており、周囲にはネクロシスと
思われる組織が比較的多く観察された。」としている。形質転換した毛状根を用いた本研
究においても、Crotalaria では線虫の侵入、定着、根瘤の形成などが認められたが、線虫
の発育が遅く、次世代が産出されず、ネクロシスがみられるなど、彼らの報告に類似して
いた。彼らの考察によると、「寄生線虫の周囲にネクロシスが観察されることから過敏感
反応による死亡個体もあると思われ、巨大細胞は早くから発達して最後まで維持されたに
も関わらず線虫の発育が遅れ、外形はソーセージ形に成長しながら生殖巣は殆ど発達しな
かったことから、発育阻害の原因については、特に生殖器官の発達に関連した物質の不足
あるいは不均衡が示唆された。」としている。
形質転換した C. juncea および C. spectabilis も、毛状根レベルではあるが、線虫の侵入
とその後の発育阻害が明らかとなり、線虫抑制能があると示された。
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internode length* Petal length** Pollen fertility***
From (cm) (cm) (%)
Seed (non-transformed plant ) 1.78a 3.25a 98.3a
Hairy root-1 0.91b 2.18c 92.6b
Hairy root-2 1.01a 2.36b 97.0a
*, **, *** : average of 3 plants, *: 30-80cm above the ground,
**, *** : 5 flowers/plant were used, *** : 500 pollen/flower were used. 
Table 6   Characteristics of regenerated plants derived from hairy roots of Crotalaria juncea .
Values followed by the same letter are not significantly different at 5% level by Duncan's new multiple range test.
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Fig. 8 Regenerated plant derived from C. juncea
hairy roots.
Left: transformed plant. Right: non-transformed plant (from seed).
A
C E
B
D
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Fig. 9 Pollen grains of regenerated plant derived from C. juncea
hairy roots.
A, B: Stained pollen grains by acetocarmine. C, D: Germination of pollen grains.
A, C: pollen grains of transformed plant, B, D: pollen grains of non-transformed plant.
A B
C D
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Fig. 10 Nodulation on transformed roots of C. juncea.
A, B: hairy roots infected by nodule bacteria.
C: roots of a transformed plant infected by nodule bacteria.
B
A
C
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Fig. 11 Nematode growth in tomato ( ‘Farstmore’ ) hairy roots.
A: Nematode (M. incognita) in the hairy roots 3 days after inoculation. B: Nematode (M. incognita)
in the hairy roots 10 days after inoculation. C: Nematode (M. incognita) in the hairy roots 22 days
after inoculation. D: Egg masses on the hairy roots 25 days after inoculation (M. hapla). E, F:
Second-stage juveniles were out from the hairy roots 38 days after inoculation (M. incognita).
A
D
E
B C
F
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Fig. 12 Inhibition of nematode growth in C. spectabilis hairy roots.
A: Nematode (M. hapla) in the hairy roots 3 days after inoculation. B: Nematode (M. hapla)
in the hairy roots 10 days after inoculation. C: Nematode (M. hapla) in the hairy roots 40
days after inoculation.
A B
C
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第５章 総合考察
１．毛状根の誘導
毛状根の系統を増やす上で、効率的に形質転換された毛状根を得ることは重要である。
植物組織の齢が感染率に影響することは多くの報告がある（Sangwan et al. 1991, Armstead
and Webb 1987, Kumar et al. 1991）。これらの報告では若い子葉や分裂組織の細胞において
形質転換能力が高い結果が得られており、組織学的に形質転換組織が形成されやすく、バ
クテリアの付着が容易であり、さらに T-DNA の導入効率が高いことによると指摘されて
いる。以前の研究で播種後 1 ～ 7 日で不定根の形成が多く 9 日以降では少なくなったため
（小原 1992）、本研究でも播種後 5 日程度の若い子葉を用いることで不定根の誘導率を高
めた。
Crotalaria juncea では Agrobacterium rhizogenes の接種の有無に関わらず、多くの不定根
が形成された。しかし、形成された不定根の多くが除菌過程で枯死し、このことが得られ
る毛状根数を減らしている可能性がある。また、これらの根が形質転換根か非形質転換根
かという疑問が残る。非形質転換根は、植物成長調節物質を含まない培地でも一部生存す
るが、それらの成長は非常に緩慢であり、旺盛な生育をする形質転換根との違いは継代培
養を続けると明らかとなったことから、除菌過程で枯死する不定根は非形質転換根である
可能性が高い。
C. spectabilis では A. rhizogenes を接種後に形成された不定根は、子葉や胚軸から切り離
して 1/2 MS 培地に置床しても成長せず、GA3 を添加した 1/2 MS 培地に一度移して、伸長
を刺激することが必要であった。C. juncea に比較して不定根の形成率や形質転換効率が
良いとは言えず、さらなる改良が必要かもしれない。
２．不定芽の誘導および植物体の再生
いくつかの植物種では植物成長調節物質を含まない培地において、培養中あるいは暗下
から光下に移すことによって毛状根から直接的に不定芽が形成されている（Tepfer 1984,
Noda et al. 1987, Saito et al. 1992）。一方、マメ科植物種での培養中の不定芽再生は、再生
時に多くの場合カルス化が認められ、植物成長調節物質のない培地で常時照明下で自然に
再生した Lotus corniculatus （Petit et al. 1987）を除けば、再生は困難を伴い、種特有の方
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法が要求されると示唆されてきた（Atkins and Smith 1997）。Crotalaria においても、不定
芽は植物成長調節物質を除いた培地では形成されず、BA を添加することにより形成され
た。不定芽形成率は種間や毛状根系統間で差異が認められ、C. spectabilis の 1 系統では不
定芽が全く形成されなかった。これらの不定芽はカルスを伴っており、毛状根から直接的
に分化したのではなく、カルス由来であった。Crotalaria も他のマメ科植物と同様、カル
ス化するために不定芽誘導に工夫が必要であったと言える。なお、不定芽の誘導における
基本培地の種類も過去に検討しており、C. juncea, C. spectabilis ともに MS 培地や 1/2 MS
培地よりも B5 培地が有効であったが、その後のシュートの成長や発根、植物体の成長に
は 1/2 MS 培地と明らかな違いは見られなかった（小原 1992）。
また、毛状根から不定芽は誘導されたものの、Crotalaria においては、その不定芽が著
しい水浸状化を呈し、継代培養やその後の成長と発根に困難があった。水浸状化を呈した
植物組織はクチクラ層表面に形成されるワックス面が形成されずに表皮細胞が直接剥き出
しになるため、外環境に適応できない（鎌田ら 1989）。固化剤の濃度を高くすることは
植物への水分供給を減少させ、通気をすることは培養器内の湿度を低くすると考えられる。
C. juncea では、高い濃度の固化剤とミリシールを用いることで水浸状化が回避され、健
全なシュートとなったり新たな健全な不定芽が形成された。一方、C. spectabilis では、同
様の処理では健全な生育がみられなかった。そこで培地の糖の種類を換えたところ、C.
juncea では違いが見られなかったが、C. spectabilis では、培地の sucrose を同モル濃度の
fructose に換えることによって、カルス化を抑えて効率的な植物体の再生が可能となった。
この様なことから、マメ科植物である Crotalaria においては、不定芽の誘導や植物体の
再生に特有の手法が必要となったと言えるが、様々な報告にある手段の組合せが有効であ
った。マメ科植物としては比較的効率的な毛状根誘導から植物体再生までの培養系が確立
された。
３．形質転換植物体の特徴
本研究では、形質転換体の形態的特徴や花粉稔性の調査の他、根粒着生や線虫抑制機構
の確認を行った。
根粒の形成初期には、根毛のカーリングや分枝に indole-3-acetic acid （IAA）が関与し、
外生的なホルモンの添加が根粒形成を促進したり抑制したりすることが知られている（石
沢 1980）。また、最初の根粒菌の感染が後の感染による根粒形成を阻害するオートレギュ
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レーションが存在する（田川および丸山 1989）。rol 遺伝子が導入された形質転換組織に
おいては、植物ホルモンに対する感受性が異なり、また、Agrobacterium は根粒菌と非常
に近縁であるため、形質転換した植物体の根や、毛状根単独において根粒形成能が維持さ
れるかは興味深い。Crotalaria 毛状根への接種では C. juncea 2 シャーレに根粒様形態が形
成されたが、無効根粒であると考えられ、本結果が培養条件によるものか、形質転換の影
響なのかは不明であったが、形質転換植物体レベルでは根粒が確認されたことから、培養
条件による可能性が高い。更に無菌植物体レベルでは形質転換植物体に根粒の形成が認め
られず、窒素レベル等の条件に影響されたことも示唆された。一方、順化後の温室栽培し
た C. juncea 形質転換植物体においては根粒が形成されたことから、本研究においては、
少なくとも C. juncea では根粒形成能が維持されていることが証明された。形質転換体に
おける根粒菌との関係の維持については既に報告があり（Petit et al. 1987）、C. spectabilis
においても今後の研究により維持されていることが明らかになると期待される。
線虫については、毛状根への接種を行った。絶対寄生性の線虫の培養は宿主植物の根が
必要不可欠となるが、土壌を用いると他の生物の混在があり、根と線虫の関係を純粋に検
討することができない。また、組織培養した不定根を用いると、その増殖のために用いる
植物成長調節物質が、両者の相互作用に大きな影響を及ぼすと考えられる。そこで、近年
は毛状根を用いた線虫の培養とその生理学的研究が試みられ、いくつかの線虫で毛状根に
よる培養が成功している（鎌田ら 1992, Adachi et al. 1993）。これらの報告では、毛状根に
おける線虫の生育も世代交代後の線虫も通常と変わらないことが示されており、線虫の増
殖に関しては形質転換の影響は認められないと考えられる。しかし、発育抑制については
拮抗植物種によって異なる抑制作用機構を持っているとされており、その抑制作用機構が
不明である点が多く、形質転換の影響があるかを調査する必要があった。
本研究で得られた結果は、巨大細胞については調査していないものの、報告されている
形質転換していない C. spectabilis におけるサツマイモネコブセンチュウの発育と根の組織
学的観察（佐野および中園 1986）結果とよく一致した。本研究においては、形質転換し
た毛状根においても線虫の発育抑制が示された。今後は植物体レベルでの確認も必要とな
ろう。
形質転換植物体では、根の著しい発達が認められ、C. juncea では開花し、花粉稔性も
あり、結実もみられた。導入された Ri T-DNA は再生体において優性に発現するが、遺伝
的には固定されていない。今後は、これらから後代を育成し、固定した上で形質を確認す
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る過程が必要となる。また、今回得られたそれぞれの毛状根は、異なる遺伝子型を持つ異
なる子葉に由来しており、更に異なる遺伝子座に T-DNA が導入されているため、形質転
換体の形質は毛状根の系統によって様々であると考えられる。外来遺伝子の導入位置によ
る発現の違いは位置効果として知られている（Nagy et al. 1985）。本研究で得られた毛状
根は系統によって基本培地での成長、再分化、根の形態、カルス化のしやすさ等の違いを
見せ、それぞれの再生植物体も異なる形態を示した。このため、後代の持つ根の発達スケ
ール、根粒の着生程度、線虫密度抑制効果も異なると考えられる。今後多くの毛状根系統
を得ることが重要と考えられ、それによって、毛状根由来植物体およびその後代での高い
窒素固定活性や線虫に対する大きな拮抗作用が得られる可能性を広げるであろう。
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摘要
本研究では、線虫に対する拮抗植物でマメ科緑肥作物の Crotalaria juncea および C.
spectabilis について、野生型でミキモピンを産出させる Agrobacterium rhizogenes を用い、
毛状根を誘導した。C. spectabilis では、毛状根の最初の伸長に培地への GA3 添加が必要で
あった。伸長を始めた毛状根は植物成長調節物質を含まない 1/2 MS 培地で旺盛に生育し
た。それらの毛状根の切片について BA を含む培地に移すことにより、不定芽を誘導する
ことができた。不定芽は水浸状化が著しく、そのままでは正常な生育をしなかったが、固
化剤の濃度を高めた（1.2 % 寒天や 0.4 % ゲルライトとした）B5 培地に移し、ミリシール
を用いて換気を高めた結果、C. juncea では伸長して発根に至った。C. spectabilis では、更
に sucrose の代わりに 30 mM の fructose を用いることにより伸長と発根に至った。再生し
た植物体は温室での栽培が可能であった。これらの毛状根や植物体ではオパインの検出、
サザンブロット分析や PCR 分析により形質転換が確認された。C. juncea 形質転換植物体
は、節間の短縮、花の小型化、根系の発達等の形態変化を示し、根粒菌の接種により根粒
が形成された。C. juncea および C. spectabilis 毛状根への線虫接種では、線虫の発育抑制が
認められた。従って、A. rhizogenes の接種により得られた根系の発達した Crotalaria 形質
転換体は、線虫抑制効果や窒素固定能力の向上した有用品種となり得る可能性がある。
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